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hMSC（R41、理研）を Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM、SIGMA）
に 10％ fetal bovine serum（FBS、GIBCO、Invitrogen Corp、Buffalo、NY）を加









分間作用させた後に、0.1M のリン酸緩衝液（PBS）で 3 回洗浄を行った。 
4. 象牙質片上における hMSC の 2 次元培養 
象牙質片に 10％FBS 含有 DMEM と懸濁した hMSC（1.0×105cells/ml）を播種し、2
次元培養を 2 および 4 週間行った。その後、象牙質片を取り出してギムザ染色を行い、実
体顕微鏡下で観察した。また走査電子顕微鏡（SEM、VE-8800、KEYENCE）による観察
も行った。 
5. 象牙質片上における hMSC-コラーゲン複合体の培養による分化誘導 
象牙質片を 24 穴培養プレート中央に静置した後、2. で作成した hMSC-コラーゲン複合
体で象牙質片全体を覆い、10％FBS 含有 DMEM で 4 週間培養した。培養後、象牙質片を
ホルマリンで固定、脱灰、パラフィン包埋、切片作製後、HE 染色及び免疫染色（OPN、
PCNA 及びインテグリンαvβ3）を行い、光学顕微鏡下で観察した。 
6. 2 次元培養した象牙質片上 hMSC の 3 次元培養による分化誘導 
象牙質片上で hMSC の 2 次元培養を 2 週間行った。hMSC を培養した象牙質片を 24 穴
培養プレート中央に静置したのち、2. で作成した hMSC-コラーゲン複合体で象牙質片全体






SEM による観察では、２週間後 hMSC は広範囲に象牙質表面上で増殖し、さらに 4 週間後
象牙質片全面を被覆していた。 
2. 象牙質片上での 2 次元培養 4 週間後、HE 染色において、象牙質表面への hMSC-コラーゲ
ン複合体の密着が観察された。しかしながら、hMSC-コラーゲン複合体は薄く、存在して
いる細胞数は少なかった。免疫染色において、コラーゲンゲル中および象牙質表面に存在し




3. 象牙質片上で 2 次元培養 2 週間を行い、さらにコラーゲンゲル中 3 次元培養３日間行った群
では、象牙質と hMSC−コラーゲン複合体が密着している様子が観察され、免疫染色では




象牙質表面上で 3 次元培養を行った hMSC-コラーゲン複合体は象牙質と密着し、象牙質界面
に OPN を産生し、セメント質形成細胞へと分化し、象牙質表面構造の再生の起点となる可能性
が示唆された。 
